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1 INTRODUÇÃO GERAL 
 
A cultura da alface (Lactuca sativa L.) destaca-se pela grande importância 
econômica e alimentar, com expressiva produtividade no Brasil, sendo considerada a 
hortaliça folhosa mais consumida no país (Lopes et al., 2005). Esta espécie tem sido 
utilizada como planta teste pela grande sensibilidade que tem apresentado aos adubos 
orgânicos, possibilitando, desta forma, diferenciar quantitativamente e qualitativamente 
um produto de outro (Nakagawa et al., 1992, p.173-180). A espécie também apresenta 
rápida germinação, em aproximadamente 24h; crescimento linear insensível às 
diferenças de pH em ampla faixa de variação e insensibilidade aos potenciais 
osmóticos, favorecendo sua utilização (Souza, 2005). 
Sua propagação é feita através de sementes, que apresentam grande 
sensibilidade e são dependentes de vários fatores como temperatura, água, oxigênio, 
luz e substrato (Brasil, 2002). Uma das principais etapas do sistema produtivo da 
alface é a produção de mudas de boa qualidade, que determina o desempenho da 
planta no campo de produção, seja no aspecto nutricional ou produtivo (Filgueira, 
2003). A alface também tem sido propagada in vitro utilizando como fonte de 
explantes, principalmente, folhas cotiledonares de plantas germinadas in vitro 
(Pinheiro, et al, 2012).  
O emprego da biotecnologia para a Lactuca sativa L. requer um método de 
cultura de tecidos viável e eficiente (MOHEBODINI et al., 2011). Os programas de 
melhoramento genético da alface no Brasil visam a resistência à diversas doenças 
limitantes à produção, como as viroses, tolerância ao calor (ausência de pendoamento 
precose), folhas com textura firme (CASALE, 1996) a propagação in vitro em larga 
escala, representando uma solução para os problemas da propagação tradicional que 
levam a transmissão de doenças (KARIM e AHMED, 2010). A utilização da técnica de 
Cultura de tecidos é muito empregada para a propagação de várias espécies para fins 
comerciais, devido à rápida propagação, boa qualidade genética e fitossanitária. Outro 
aspecto positivo é a possibilidade de produção o ano todo, uma vez que esta técnica 






Mercier e Nievola (2003) consideram que a germinação de sementes in vitro é 
uma opção vantajosa para se conseguir plantas assépticas, e a partir delas iniciar-se a 
cultura de explantes, como folhas, segmentos nodais, entre outras.  Porém, as 
principais desvantagens da propagação in vitro são o elevado custo dos reagentes e 
equipamentos utilizados, a necessidade das condições ambientais serem controladas 
e mão-de-obra capacitada, a ausência de protocolos para algumas espécies, a 
necessidade de longos períodos de pesquisa e o elevado valor final das mudas 
(Souza et al, 2000; Kozay et al, 1997). 
Para o cultivo in vitro de células, tecidos e órgãos vegetais, são utilizados 
meios nutritivos que fornecem as substâncias essenciais para o seu crescimento e 
desenvolvimento. Por isso, os meios nutritivos se baseiam nas exigências das plantas 
quanto aos nutrientes minerais, com algumas modificações para atender as 
necessidades específicas in vitro (Caldas et al., 1998). Têm sido utilizadas diversas 
formulações de meio básico, sendo, o meio MS (Murashige e Skoog, 1962), o mais 
empregado, com suas modificações, sobretudo em relação à sacarose, vitaminas, 
reguladores de crescimentos e diluições para diversas espécies. 
Os meios de cultivos comumente utilizados para a sua micropropagação de L. 
sativa têm sido o meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), como descritos nos 
trabalhos de XINRUN e CONNER, (1992); ZHOU et al. (1992); STUART e MCCALL 
(1992) AMPOMAH-DWAMENA et al., (1997); SEABROOK e DOUGLASS (2000); 
HUNTER e BURRITT, (2002); KANAMOTO et al., (2006); NOLAN et al. (2009); 
FRANKLIN et al., (2011); MOHEBODINI et al., (2011); PINHEIRO et al., (2012).   
Contudo, de acordo com alguns estudos com outras espécies, o meio MS não 
se mostra satisfatório e mudanças nos meios de cultura têm sido estudadas (Rego-
Oliveira et al., 2003; Unemoto et al., 2007; Chapla et al., 2009; Gantait et al., 2009; 
Moreira et al, 2009; Pacek-Bieniek et al., 2010, Soares et al., 2012; Pinheiro et al., 
2012; Pereira, 2014). 
Segundo Prakash et al. (2004), o preparo de meios nutritivos para o cultivo in 
vitro de plantas, utilizando reagentes puro para análise (PA) é por conterem baixa 
quantidade de impurezas, reduzindo a influência de outras substâncias químicas no 
desenvolvimento das plantas cultivadas. Porém, a maioria desses reagentes é 
disponível comercialmente, apresentando a mesma concentração do nutriente e com 
baixo custo de aquisição. Devido à enorme demanda de meio de cultura nas 





significativamente na redução do custo de produção de mudas micropropagadas 
(Pereira, 2014).  
Estudos in vitro realizados por STANCATO, BEMELMANS E VEGRO (2001), 
PEDROSO-DE-MORAES et al. (2009), CHAPLA et al., (2009), GANTAIT et al., (2009); 
MOREIRA et al, (2009), PACEK-BIENIEK et al., (2010), SOARES et al., (2012); 
PINHEIRO et al., (2012), PEREIRA, (2014), SASAMORI et al., (2015) demonstram que 
através da simplificação dos meios de cultura atuais, utilizando, principalmente, 
fertilizantes como base destes meios de cultura é possível, além de diminuir os custos, 
garantir resultados satisfatórios para a produção de mudas. 
Considerando a necessidade do desenvolvimento de meios de cultivo 
eficientes e de baixo custo para a produção de mudas e que possibilitem maior acesso 
dos produtores aos materiais propagativos de alta qualidade e com custo reduzido, o 
presente estudo objetivou-se no primeiro capítulo avaliar o desenvolvimento in vitro de 
Lactuca sativa (cv. Elba) comparando o Meio de cultura MS com uma formulação 
comercial à base de adubos minerais, ambos na presença e ausência de vitamina MS 
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), enquanto que no segundo capítulo objetivou-se 
avaliar o desenvolvimento de Lactuca sativa L. (cv. Elba) em diferentes concentrações 
do meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) e de uma formulação comercial, ambos 



















2 REVISÃO DE LITERATURA 
  
2.1 Aspectos gerais da alface 
A alface (Lactuca sativa L.) é uma planta herbácea anual, pertencente à 
família Compositae (BOO et al., 2011), subfamília Cichorioideae e do gênero Lactuca 
(FILGUEIRA, 2008). Apresenta caule pequeno, não ramificado, ao qual se prendem as 
folhas, que exibe ampla variabilidade quanto a sua forma, textura, coloração das 
folhas, caracterizando-se em diferentes tipos comerciais (CARVALHO FILHO et al., 
2009). 
A alface constitui uma das hortaliças mais consumidas no mundo, com grande 
importância como fonte alimentar, de vitaminas e sais minerais, como também pelo 
seu valor nutracêutico (Guimarães, 2005), sendo considerada a hortaliça folhosa mais 
importante na alimentação dos brasileiros, liderando a oitava posição entre as 
hortaliças em nosso país (FELTRIM et al., 2009). Geralmente é utilizada em alguns 
estudos científicos como planta teste, por apresentar sensibilidade às variações do 
meio, rápida germinação, possuir crescimento linear insensível às diferenças de pH 
em ampla faixa de variação (NAKAGAWA et al., 1992; SOUZA, 2005).   
Os principais países produtores de L. sativa são China, Estados Unidos da 
América (EUA), Espanha, Itália, Índia, Japão e Turquia (FAOSTAT, 2011). É 
amplamente cultivada em todo o território nacional, desde pequenos cultivos caseiros 
até grandes áreas, apresentando alto índice tecnológico de produção (Laurett, 2015). 
Sua propagação é feita comumente por meio de sementes, as quais apresentam 
particular sensibilidade às variações na umidade e temperatura do meio onde 
germinam (BERTAGNOLLI et al., 2003). Também, tem sido propagada através do 
cultivo in vitro, pela regeneração de diferentes genótipos da alface por meio da 
indução da organogênese ou por via embriogênica, para isso, utiliza geralmente folhas 






























3.1. GERMINAÇÃO E DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE LACTUCA SATIVA (CV. 







A alface é uma planta herbácea, sendo considerada a hortaliça folhosa mais 
consumida no Brasil. É comumente utilizada para estudos científicos, devido à 
sensibilidade da espécie e à rápida germinação. A Cultura de Tecidos é uma 
importante ferramenta para a propagação de várias espécies, entretanto, os meios de 
cultivo utilizados apresentam custos elevados. Objetivou-se avaliar o desenvolvimento 
de Lactuca sativa (cv. Elba) comparando o Meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 
1962) com uma formulação comercial, ambos com e sem adição de vitaminas. 
Sementes comerciais, após desinfestadas, foram inoculadas em tubos de ensaio com 
10 ml de meio de cultivo contendo os seguintes tratamentos: Meio MS com vitaminas 
(T1), Meio MS sem vitamina (T2), Formulação comercial com vitamina (T3), 
Formulação comercial sem vitamina (T4). O experimento foi instalado em arranjo 
fatorial com delineamento inteiramente casualizado, com 5 repetições contendo 26 
tubos por parcela. As variáveis analisadas foram índice de velocidade de germinação, 
tempo médio de germinação, porcentagem de germinação, número de folhas e raízes, 
comprimento aéreo e radicular, volume de raiz, massa da matéria fresca da parte 
aérea e radicular. Os dados foram avaliados segundo ANOVA, formando um esquema 
fatorial de 2x2 utilizando o programa Assistat versão 7.7. Foi utilizado o teste de Tukey 
para comparação múltipla de médias. Os resultados demonstraram que as plântulas 
L.sativa (cv.Elba), cultivadas em meio com formulação comercial apresentaram as 
maiores médias para todas as variáveis analisadas quando comparadas ao meio MS, 
podendo ser utilizado por apresentar maior facilidade e baixo custo de produção em 
relação ao meio MS.  








Lettuce is a herbaceous plant, being considered the leafy vegetable most 
consumed in Brazil. Commonly used for scientific studies, due to the sensitivity of the 
species and the rapid germination. Plant Tissue Culture is an important tool for the 
propagation of various kinds, however, the culture medium used may be costly. Aimed 
to evaluate the development of Lactuca sativa (cv. Elba) comparing the MS culture 
medium with a commercial formulation with and without vitamin. We used commercial 
seeds with 99.5% purity and 74% germination rate, which, after sterilized, they were 
inoculated in test tubes with 10 ml of culture medium containing the following 
treatments: MS medium with vitamin (T1), MS medium without vitamin (T2) commercial 
means with vitamin (T3) commercial means without vitamin (T4). Each treatment 
comprised five replicates with 26 test tubes, totaling 130 seeds per treatment. The IVG 
was carried out scores from the 4th day to the 7th day of germination. They were 
considered germinated the seeds that had 2 mm of root protrusion in accordance with 
recommendations of the Seed Analysis Rule. Data were evaluated according to 
analysis of variance with a completely randomized design, forming a 2x2 factorial 
design using the GENES program (Cruz, 2001). Tukey's test for multiple comparison of 
averages was used. 
 
 




















A cultura da alface (Lactuca sativa L.) destaca-se pela grande importância 
econômica e alimentar, com expressiva produtividade no Brasil, sendo considerada a 
hortaliça folhosa mais consumida no país (Lopes et al., 2005). Esta espécie tem sido 
utilizada como planta teste pela grande sensibilidade que tem apresentado aos adubos 
orgânicos, possibilitando, desta forma, diferenciar quantitativamente e qualitativamente 
um produto de outro (Nakagawa et al., 1992, p.173-180). A espécie também apresenta 
rápida germinação, em aproximadamente 24h; crescimento linear insensível às 
diferenças de pH em ampla faixa de variação e insensibilidade aos potenciais 
osmóticos, favorecendo sua utilização (Souza, 2005). 
Sua propagação é feita através de sementes, que apresentam grande 
sensibilidade e são dependentes de vários fatores como temperatura, água, oxigênio, 
luz e substrato (Brasil, 2002). Uma das principais etapas do sistema produtivo da 
alface é a produção de mudas de boa qualidade, que determina o desempenho da 
planta no campo de produção, seja no aspecto nutricional ou produtivo (Filgueira, 
2003). A alface também tem sido propagada in vitro utilizando como fonte de 
explantes, principalmente, folhas cotiledonares de plantas germinadas in vitro 
(Pinheiro, et al, 2012).  
A técnica de Cultura de tecidos é muito utilizada para a propagação de várias 
espécies para fins comerciais, devido à rápida propagação, boa qualidade genética e 
fitossanitária. Outro aspecto positivo é a possibilidade de produção o ano todo, uma 
vez que esta técnica independe de mudanças sazonais (Borges, 2009). Mercier e 
Nievola (2003) consideram que a germinação de sementes in vitro é uma opção 
vantajosa para se conseguir plantas assépticas, e a partir delas iniciar-se a cultura de 
explantes, como folhas, segmentos nodais, entre outras.  Porém, as principais 
desvantagens da propagação in vitro são o elevado custo dos reagentes e 
equipamentos utilizados, a necessidade das condições ambientais serem controladas 
e mão-de-obra capacitada, a ausência de protocolos para algumas espécies, a 
necessidade de longos períodos de pesquisa e o elevado valor final das mudas 
(Souza et al, 2000; Kozay et al, 1997). 
Para o cultivo in vitro de células, tecidos e órgãos vegetais, são utilizados 
meios nutritivos que fornecem as substâncias essenciais para o seu crescimento e 





quanto aos nutrientes minerais, com algumas modificações para atender as 
necessidades específicas in vitro (Caldas et al., 1998). Têm sido utilizadas diversas 
formulações de meio básico, sendo, o meio MS (Murashige e Skoog, 1962), o mais 
empregado, com suas modificações, sobretudo em relação à sacarose, vitaminas, 
reguladores de crescimentos e diluições para diversas espécies. Contudo, de acordo 
com alguns estudos, o meio MS não se mostra satisfatório para algumas espécies, e 
mudanças nos meios de cultura têm sido estudadas (Rego-Oliveira et al., 2003; 
Unemoto et al., 2007; Chapla et al., 2009; Gantait et al., 2009; Moreira et al, 2009; 
Pacek-Bieniek et al., 2010, Soares et al., 2012; Pinheiro et al., 2012; Pereira, 2014). 
Segundo Prakash et al. (2004), o preparo de meios nutritivos para o cultivo in 
vitro de plantas, utilizando reagentes puro para análise (PA) é por conterem baixa 
quantidade de impurezas, reduzindo a influência de outras substâncias químicas no 
desenvolvimento das plantas cultivadas. Porém, a maioria desses reagentes é 
disponível comercialmente, apresentando a mesma concentração do nutriente e com 
baixo custo de aquisição. Devido à enorme demanda de meio de cultura nas 
biofábricas, a substituição dos sais PA por adubos comerciais, contribuiria 
significativamente na redução do custo de produção de mudas micropropagadas 
(Pereira, 2014).  
Considerando a necessidade do desenvolvimento de meios de cultivo 
eficientes e de baixo custo para a produção de mudas e que possibilitem maior acesso 
dos produtores aos materiais propagativos de alta qualidade e com custo reduzido, 
objetivou-se avaliar o desenvolvimento in vitro de Lactuca sativa (cv. Elba) 
comparando o Meio de cultura MS com uma formulação comercial à base de adubos 















Material e Métodos 
 
O experimento foi realizado no Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais do 
Centro Universitário Norte do Espirito Santo (CEUNES/UFES), município de São 
Mateus-ES.  
1) Assepsia das sementes 
Sementes comerciais de Lactuca sativa com 99,5% de pureza e taxa de 
germinação de 85% foram desinfestadas em câmara de fluxo laminar, com álcool 70% 
por 1 minuto e hipoclorito de sódio (NaOH) a 1% por 5 minutos em agitação, lavadas 
por três vezes, em água destilada autoclavada e secas em papel filtro autoclavados.  
2) Instalação do Experimento 
Após a desinfestação, as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio com 





Tratamento 1  
MS Padrão 
Tratamento 2  














A com minerais 
comerciais 
Solução nutritiva 
A com minerais 
comerciais 
Solução de 
Cloreto de cálcio 
Solução de 
Cloreto de cálcio 
Solução nutritiva 
B com minerais 
comerciais 
Solução nutritiva 












Mistura orgânica - Mistura orgânica - 
Mio-inositol Mio-inositol Mio-inositol Mio-inositol 
Ágar Ágar Ágar Ágar 
Sacarose Sacarose Sacarose Sacarose 
 
 
Para efeito de comparação, a tabela 1 mostra a formulação básica do meio 
Murashige & Skoog, 1962 (MS) e a formulação comercial (Fernandes et al., 2002) 
adaptada. 
Tabela 1 – Composição dos meios com Formulação comercial (Fernandes et 
al., 2002) adaptada e MS (Murashige & Skoog, 1962) MS para propagação de L. 
sativa (cv. Elba).  
 
Formulação Comercial Meio MS 
Fonte Quantidade (g L-1) Quantidade (mg L-1) 
Macronutrientes   
Ca(NO3)2 0,941 - 





KCl 0,475 - 
(NH4)2SO4 0,144 - 
MgSO4 0,625 - 
NH4H2PO4 0,133 - 
CaCl2.2H2O - 440 
NH4NO3 - 1,650 
MgSO4.7H20 - 370 
KH2PO4 - 170 
















MnSO44H20 - 22,3 
ZnSO44H20 - 8,6 
Kl - 0,83 
Na2MoO4.2H20 - 0,25 
CuSO4.5H20 - 0,025 
CoCl2.6H20 - 0,025 
FeEDTA   
Quelato de Ferro 0,042 - 
Na2Edta.2H20 - 37,3 




Ácido nicotínico  0,5 
Piridoxina.HCl  0,5 
Tiamina.HCl  0,1 
Glicina  2,0 
Mio-inositol  100 
Sacarose  30,000 







O pH dos meios de cultivo foi aferido para 5,8±0,02, sendo autoclavados a 121ºC e 
1,5atm, por 20 minutos. Os tubos foram mantidos em sala de crescimento com 
fotoperíodo de 16/8 horas luz/escuro sob intensidade luminosa de 25 μmol.m-2.s-1, à 
temperatura de 26 ± 1 ºC.  
        Cada tratamento foi composto por cinco repetições com 26 sementes, totalizando 
130 sementes por tratamento. 
3) Avaliações  
As avaliações iniciaram-se aos quatro dias após a inoculação das sementes, 
quando da protusão das radículas. Após vinte e quatro dias da germinação in vitro das 
plântulas de alface Elba foram avaliadas as seguintes variáveis: Índice de velocidade 
de germinação (IVG), Tempo médio de germinação (TMG), porcentagem de 
germinação (%G), número de folhas (NF), número de raízes (NR), volume de raiz 
(VR), comprimento da parte aérea (CPA) e radicular (CPR), massa de matéria fresca 
da parte aérea (MFPA) e radicular (MSPR). 
3.1) Determinação do Índice de Velocidade de Germinação, Tempo Médio 
de Germinação e porcentagem de germinação:  
Foram consideradas germinadas as sementes que apresentaram 2 mm de 
protusão radicular (BRASIL, 1992).  
Germinação (G): calculada pela fórmula G = (N/50) x 100, em que: N = número 
de sementes germinadas ao final do teste. Unidade: %. Os valores obtidos em 
porcentagem de germinação foram transformados em arco seno (Snedecor, 1962) e a 
comparação entre as médias foi feita pelo teste de Tukey a 5%.  
geleificante 





Índice de velocidade de germinação (IVG): A determinação do índice de 
velocidade de germinação (IVG) das sementes foi realizada conforme Maguire (1962), 
sendo: IVE = E1/N1 + E2/N2 + ... + En/Nn. Em que: E1, E2 e En - número de plântulas 
normais computadas na primeira, segunda e última contagem. N1, N2 e Nn - número de 
dias após a implantação do teste. 
Tempo médio de germinação (TMG): calculado pela fórmula TMG = (Σniti)/Σni, 
onde: ni = número de sementes germinadas por dia; ti = tempo de incubação; i = 4 a 
24 dias. Unidade: dias. 
3.2) Determinação do Número de Folhas e Raízes 
Para determinar o número de folhas e de raízes, foi contada a quantidade de 
folhas e raízes primárias e secundárias individualmente. 
3.3) Determinação do comprimento da parte aérea e radicular da planta 
Para a determinação do comprimento da parte aérea, utilizou-se uma régua 
graduada, posicionada na base do hipocótilo até a altura da folha-bandeira. E para o 
comprimento da parte radicular, mediu o comprimento da base do hipocótilo até a 
maior raiz. 
3.4) Determinação do volume de raízes 
O volume de raízes foi dado com auxílio de uma proveta com volume inicial de 
água conhecido. Imediatamente após a separação da parte aérea, as raízes foram 
completamente submersas na proveta, sendo considerado seu volume total o 
deslocamento da água na proveta. 





As plantas de cada tratamento tiveram suas partes aérea e radicular separadas 
para a obtenção de massa de matéria fresca. As pesagens foram realizadas em 
balança analítica de precisão, marca Marte® modelo AY 220.  
4) Análise estatística 
Os dados foram submetidos à análise de variância com delineamento 
inteiramente casualizado, formando um esquema fatorial de 2x2, sendo, meio de 
cultura (meio MS e com formulação comercial) e vitamina (com e sem vitamina), 
utilizando-se o programa estatístico Assistat versão 7.7 (Silva; Azevedo, 2009). As 
médias dos tratamentos e suas interações com diferenças significativas pelo teste F 
















Resultados e Discussão 
Os resultados demonstraram que as plântulas de L. sativa (cv. Elba), cultivadas 
em meio com formulação comercial apresentaram as maiores médias para todas as 
variáveis analisadas quando comparadas ao meio MS. Cavalini et al. (2014) ressaltam 
que o uso de fertilizantes comerciais tem se intensificado como forma de facilitação 
para o preparo de meios e redução de custos de produção em várias espécies 
vegetais, propiciando o desenvolvimento de plantas em larga escala e com menor 
custo.  
Para a variável TMG, houve interação entre os fatores meio de cultivo e 
vitaminas, sendo que o tratamento 3, formulação comercial com vitaminas apresentou 
o menor TMG (4,24), conforme tabela 2.  
 
Tabela 2 - Comparação da interação meio de cultivo (A) x vitamina (B) sobre as 
médias do TMG no cultivo in vitro de L. sativa. 
Fator meio de cultivo (A) x Fator vitamina (B) 
A 
B 













Médias seguidas de mesma letra maiúscula na horizontal e minúscula na vertical não diferem 
estatisticamente entre si, ao nível de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. 
  
Krikorian (1991) salienta que o meio de cultivo com adição de vitaminas 
nfluencia diretamente no crescimento e desenvolvimento dos cultivos, devido às 
funções catalíticas desempenhadas pelas mesmas. 
Para a variável IVG, não houve interação significativa, porém, ocorreu efeito 
significativo para o fator meio de cultivo e vitaminas, sendo que a formulação 
comercial obteve significativamente os maiores resultados (5,48) para o primeiro fator, 
enquanto, que os meios com suplementação de vitaminas apresentaram as melhores 





Tabela 3 – Efeito do meio de cultivo e vitamina sobre as médias do índice de 
velocidade de germinação (IVG) no cultivo in vitro de L. sativa. 
Médias do fator meio de cultivo 





Médias do fator vitamina 





Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de 
Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
 
Para a variável porcentagem de germinação (%G), houve efeito significativo em 
relação ao meio de cultivo e as vitaminas, porém, não houve interação entre os 
fatores. O meio de cultivo com formulação comercial obteve significativamente a maior 
média (69,31%), quando comparado com o MS, com 51,51%. Os meios de cultivo com 
adição de vitaminas obtiveram as maiores médias (Tabela 4). 
 
Tabela 4 – Efeito do meio de cultivo e vitamina sobre as médias da porcentagem de 
germinação no cultivo in vitro de L. sativa.  
Médias do fator meio de cultivo 
Meio com formulação comercial 69,31a 
Meio MS 51,51 b 
Médias do fator vitamina 
Com vitamina 74,99 a 
Sem vitamina 45,83 b 
CV (%) 17,15 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de 
Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
 
De acordo com George (1993) ocorre um decréscimo considerável no potencial 
osmótico do meio quando são adicionados alguns componentes, principalmente 





de cultivo MS em relação ao meio com formulação comercial interferiu no potencial 
osmótico, dificultando o processo de embebição das sementes e consequentemente a 
sua germinação. Reis et al (2008), testando a influência de diferentes concentrações 
do meio de cultura MS na germinação in vitro de sementes de Melissa officinalis L. 
observaram que quanto maior a concentração de macronutrientes no meio, menor  foi 
o IVG, corroborando com os resultados aqui apresentados.  
Brasil (2002) ressalta que a fisiologia da germinação de sementes de L. sativa é 
bastante complexa, sendo alvo de estudos por várias décadas. Sua germinação é 
dependente de fatores como temperatura, água, oxigênio, luz, ausência de 
microrganismos e substrato. Os resultados demonstraram que a adição de vitaminas 
(tiamina, ácido nicotínico, piridoxina e glicina), foi importante para a germinação in vitro 
das sementes de L.sativa L., com médias de 74,99%, ao contrário dos meios 
desprovidos de vitaminas, em que houve baixa germinação, com médias de 45,83%. 
Figueiredo et al (2007), estudando variações no meio de cultura sobre o 
crescimento in vitro em híbridos de orquídea, obtiveram resultados diferentes para 
cada híbrido. No híbrido A, LC. lisa ann “maginificent maroon” x (Cattleya chocolate 
drops kodama x BLC. hawaii galaxi x Golden tang) o maior crescimento foi observado 
no meio em que houve acréscimo de vitaminas, glicina e mio-inositol. No híbrido B, 
(BC. pastoral inocence x Cattleya loddigesii) x LC. Luminosa, o melhor 
desenvolvimento foi no meio em que houve a ausência desses elementos e no híbrido 
C, BLC. Arrow gold x Pot. red crab e D, Cattleya loddigesii, os autores observaram os 
menores resultados independentemente do meio utilizado e da adição de vitaminas.  
Caldas, Haridasan e Ferreira (1998) salientam que as pesquisas envolvendo 
diferentes vitaminas parecem ser específicas para cada espécie, dependendo também 
do tipo de explante, estando seu efeito benéfico relacionado à capacidade de 
biossíntese de cada um nos tecidos ou órgãos cultivados. 
Para melhor visualização deste resultado, a figura 1 mostra os valores de IVG, 






Figura 1: Porcentagem de germinação (%G), Índice de Velocidade de Germinação 
(IVG), Tempo Médio de Germinação (TMG) de L. sativa (cv.Elba) em diferentes meios 
de cultivo. São Mateus-ES, 2016. 
 
A análise de variância (Apêndice Tabela 1A) mostra que para a variável, 
número de folhas (NF), houve efeito significativo em relação ao meio de cultivo e as 
vitaminas. Os meios de cultivo com formulação comercial proporcionaram maior 
incremento de folhas às plântulas (8,08) em relação às cultivadas em meio de cultivo 
MS (5,64). Nos meios de cultivo em que não houve suplementação com vitaminas, 
foram observados as melhores médias de NF (7,36), conforme Tabela 5. 
Tabela 5 – Efeito do meio de cultivo e vitamina sobre as médias do número de folhas 
no cultivo in vitro de L. sativa. 
Médias do fator meio de cultivo 
Meio com formulação comercial 8,0816 a 
Meio MS 5,6402 b 
Médias do fator vitamina 
Sem vitamina 7,3576 a 
Com vitamina 6,3643 b 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de 






Estes resultados diferem dos encontrados por Pereira (2014), que estudando 
fontes alternativas de minerais e sacarose na micropropagação de bananeira (cv. 
Williams) não obteve efeito significativo para as fontes de sais minerais, porém, 
salienta que embora os produtos comerciais tenham ocasionado redução na área 
foliar, não causaram prejuízo no crescimento das plantas. Entretanto, para o fator 
vitamina, Villas et al. (2014), estudando a micropropagação de híbridos de orquídea 
em meio Knudson com adição de vitaminas do meio MS, benzilaminopurina e carvão 
ativado, observaram que o aumento gradativo das concentrações das vitaminas MS 
reduziu a emissão de novas folhas, inferindo que tais vitaminas não são necessárias 
para promover número de folhas para o híbrido de orquídea BC Pastoral x LC Amber 
Glow.  
Para a variável número de raízes (NR) houve efeito significativo em relação ao 
meio de cultivo e as vitaminas e interação significativa entre meio de cultivo x vitamina. 
Para o fator meio de cultivo, a formulação comercial apresentou as maiores médias 
(20,58), enquanto que para vitaminas, os meios em que não houve suplementação 
obtiveram os maiores resultados (16,24 raízes), conforme tabela 6. O maior NF 
desenvolveu-se no tratamento 4, meio de cultivo com formulação comercial com a 
ausência de vitaminas, que obteve médias de 27,53 raízes por plântula (Tabela 7).  
Tabela 6 – Efeito do meio de cultivo e vitamina sobre as médias do número de raízes 
no cultivo in vitro de L. sativa. 
Médias do fator Meio de Cultivo 
Meio com formulação comercial 20,5804 a 
Meio MS  3,7093 b 
Médias do fator vitamina 
Sem vitamina 16,2412 a 
Com vitamina  8,0484  b 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de 
Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
 
Tabela 7 - Comparação da interação fator meio de cultivo (A) x vitamina (B) sobre as 
médias do número de raízes no cultivo in vitro de L. sativa (cv.Elba). 






 Com vitamina   Sem vitamina  
Meio MS  2,4720  Ba     4,9466 Ba  
Formulação 
comercial 
    13,6249 aB   27,5359 Aa  
Médias seguidas de mesma letra maiúscula na horizontal e minúscula na vertical não 
diferem estatisticamente entre si, ao nível de 5% de probabilidade, pelo teste de 
Tukey. 
 
Unemoto et al. (2007), estudando a propagação in vitro de orquídeas brasileiras 
em meio de cultura simplificado, observaram que para esta mesma variável, as plantas 
cultivadas em meio à base de adubo NPK (6-6-8) apresentaram médias superiores em 
relação às plantas cultivadas em meio MS, corroborando com o resultado apresentado 
no presente trabalho. Rego-Oliveira e Faria (2005) ao avaliarem o crescimento de 
Catasetum fimbriatum (E. Morren) Lindl. & Paxton empregando diferentes meios de 
cultivo, entre eles Knudson C e a formulação NPK 10-30-20, verificaram que o NR foi 
significativamente maior com a formulação 10-30-20. Resultados antagônicos no que 
se refere ao fator vitamina foram encontrados por Villa et al. (2014), em que houve 
maior número de raízes de plântulas de orquídea BC Pastoral x LC Amber Glow 
cultivadas em variações do meio Knudson, à medida em que se aumentaram as 
concentrações de vitaminas MS do meio Knudson. 
Em relação à variável comprimento da parte aérea (CPA), houve efeito 
significativo para o fator meio de cultivo (Tabela 8) e interação significativa entre os 
fatores, sendo as maiores médias obtidas no meio com formulação comercial, com ou 
sem vitaminas (4,72 e 4,16 cm, respectivamente), em relação ao meio MS (Tabela 9). 
Tabela 8 – Efeito do meio de cultivo sobre as médias do comprimento da parte aérea 
(cm) no cultivo in vitro de L. sativa. 
Médias do fator Meio de Cultivo 
Meio com formulação comercial 4,4412 a 
Meio MS 2,8774 b 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de 






Tabela 9 - Comparação da interação fator meio de cultivo (A) x vitamina (B) sobre as 
médias do comprimento da parte aérea (cm) no cultivo in vitro de L. sativa. 
Fator meio de cultivo (A) x Fator vitamina (B) 
A 
B 
 Com vitamina   Sem vitamina  
Meio MS  2.6169 bA   3.1380 Ba  
Formulação 
comercial 
 4.7246 aA   4.1578 Aa  
Médias seguidas de mesma letra maiúscula na horizontal e minúscula na 
vertical não diferem estatisticamente entre si, ao nível de 5% de probabilidade, pelo 
teste de Tukey. 
 
Resultados semelhantes foram encontrados por Moraes et al. (2009) analisando 
o desenvolvimento in vitro de Cattleya loddigesii Lindley na presença de fertilizantes 
comerciais. Os autores mostraram que as plantas cultivadas em meio suplementado 
com o fertilizante Kristalon laranja apresentaram as maiores médias (6,05 cm), quando 
comparados aos meios MS (2,92 cm). 
Para a variável comprimento radicular (CR) houve efeito significativo para o 
fator meio de cultivo e vitamina e interação significativa entre os mesmos. A 
formulação comercial obteve as maiores médias (7,47 cm) para o primeiro fator, 
enquanto que o meio com a presença de vitaminas apresentou médias superiores aos 
meios em que não houve suplementação (6,78 cm), conforme Tabela 10. Para a 
interação significativa os maiores valores foram encontrados no meio de cultivo com 
formulação comercial na presença de vitaminas, no qual obteve médias de 8,83 cm 




Tabela 10 – Efeito do meio de cultivo e vitamina sobre as médias do comprimento da 
parte radicular (cm) no cultivo in vitro de L. sativa 
 
Médias do fator Meio de Cultivo 
Meio com formulação comercial 7,4687 a 





Médias do fator vitamina 
Com vitamina 6,7776 a 
Sem vitamina 5,7513 b 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de 
Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
 
Tabela 11 - Comparação da interação fator meio de cultivo (A) x vitamina (B) sobre as 
médias do comprimento da parte radicular (cm) no cultivo in vitro de L. sativa 
 
Fator meio de cultivo (A) x Fator vitamina (B) 
A B 
 Com vitamina   Sem vitamina  
Meio MS  4,7220 bA   5,3985 aA  
Formulação 
comercial 
      8,8333 aA   6,1041 aB  
Médias seguidas de mesma letra maiúscula na horizontal e minúscula na vertical não 
diferem estatisticamente entre si, ao nível de 5% de probabilidade, pelo teste de 
Tukey. 
 
A formulação comercial associado à vitamina MS apresentou os melhores 
resultados. Oliveira e Faria (2005) comparando o cultivo in vitro de C. fimbriatum e 
Cyrtopodium paranaenses nos meios nutritivos MS, Knudson C, Vacin e Went e meios 
à base de adubos NPK (10-5-5) e NPK (10-30-20) na concentração de 3,0 g.L-
1,obtiveram as melhores médias para comprimento da maior raiz (8,04 cm) quando 
utilizaram o meio à base do adubo NPK (10-5-5), quando comparado ao meio MS 
(5,00 cm). Ainda, Moraes et al. (2009) observaram que o desenvolvimento radicular de 
C. loddigesii, em meio suplementado com o fertilizante Kristalon laranja apresentaram 
as maiores médias (3,99 cm), quando comparados aos meios MS (3,09 cm). Da 
mesma forma, Villa et al. (2014) observaram um maior valor de CR das plântulas de 
orquídea BC Pastoral x LC Amber Glow cultivadas em variações do meio Knudson, 
acrescido de aumento gradativo de vitaminas MS. Com isso, é possível inferir que as 
vitaminas do meio MS influenciaram como catalisadores metabólicos no crescimento 
de órgãos, confirmando sua função de estimular o crescimento geral das plântulas 





Analisando a variável matéria fresca da parte aérea (MFPA), houve efeito 
significativo em relação ao meio de cultivo e as vitaminas. Os meios com formulação 
comercial proporcionaram maior produção de matéria fresca às plântulas (0,1707 g) 
em relação às cultivadas em meio de cultivo MS (0,0905 g).  Os meios de cultivo em 
que não houve suplementação com vitaminas, apresentaram as melhores médias 
(0,1566 g), conforme Tabela 12.  
Tabela 12 – Efeito do fator meio de cultivo e vitamina sobre as médias da massa da 
matéria fresca da parte aérea no cultivo in vitro de L. sativa. 
Médias do fator meio de cultivo 
Meio com formulação comercial 0,1707 a 
Meio MS 0,0905 b 
Médias do fator vitamina 
Sem vitamina 0,1566 a 
Com vitamina 0,1046 b 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de 
Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
 
 
Para a variável massa de matéria fresca da parte radicular (MFPR), os fatores 
meio de cultivo e vitamina apresentaram significância, e ainda, houve interação 
significativa entre os mesmos. Para o fator meio de cultivo, a formulação comercial 
apresentou as maiores médias (0,0405 g), enquanto, que o meio em que não houve 
adição de vitaminas, apresentou a melhor média, com 0,0366 gramas para o segundo 
fator (Tabela 13). As melhores médias para esta variável foram obtidas no tratamento 
constituído de formulação comercial sem vitaminas com 0,0634 gramas, (Tabela 14). 
 
Tabela 13 – Efeito do fator meio de cultivo e vitamina sobre as médias da massa da 
matéria fresca da parte radicular no cultivo in vitro de L. sativa. 
Médias do fator meio de cultivo 
Meio com formulação comercial 0,0405 a 
Meio MS 0,0090 b 





Sem vitamina 0,0366 a 
Com vitamina 0,0128 b 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de 
Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
 
Tabela 14 - Comparação da interação fator meio de cultivo (A) x vitamina (B) sobre as 
médias da massa da matéria fresca da parte radicular no cultivo in vitro de L. sativa  
Fator meio de cultivo (A) x Fator vitamina (B) 
A B 
 Com vitamina   Sem vitamina  
Meio MS  0,0081 aA   0,0100 bA  
Formulação 
comercial 
      0,0176 aB   0,0634 aA  
Médias seguidas de mesma letra maiúscula na horizontal e minúscula na vertical não 
diferem estatisticamente entre si, ao nível de 5% de probabilidade, pelo teste de 
Tukey. 
  
Os valores médios observados para as variáveis são similares aos obtidos para 
C. loddigesii (Pedroso-de-Moraes et al. 2009), no qual o meio de cultivo a base de 
fertilizante Kristalon laranja apresentou as maiores médias para a variável massa 
fresca. Hermann et al. (2011), estudando o cultivo in vitro de plântulas de orquídeas 
em meio de cultura alternativo, observaram que o meio alternativo apresentou 
resultados superiores aos meios MS e Knudson C para a massa fresca das plântulas. 
Silva (2003) em estudo de propagação in vitro de Cattleya tigrina A.Rich., também 
obteve melhores resultados utilizando um meio de cultivo com fertilizante comercial 
Dyna-Gro® 7-9-5, tomate e água de coco, comparando-o com o meio MS, obtendo 
resultados similares ao do presente estudo.  
De acordo com os dados obtidos para a germinação e desenvolvimento in vitro 
de L.sativa (cv. Elba), é possível afirmar que o meio constituído de formulação 
comercial apresentou resultados superiores ao meio MS para todas as variáveis 
analisadas, podendo substituir satisfatoriamente, o meio MS para a propagação dessa 
espécie. O meio com formulação comercial utiliza componentes de fácil acesso, com 





nitrato de amônia e o nitrato de potássio, necessários para o preparo da solução 
estoque do meio MS. 
Embora, tenha havido resultados satisfatórios para o desenvolvimento de L. 
sativa, poucos são os estudos que envolvem a nutrição mineral de plantas no cultivo in 
vitro, dificultando a comparação com outros trabalhos desenvolvidos.  
   
Conclusões 
Com base nos resultados apresentados neste trabalho, pode-se concluir que: 
I. Os adubos comerciais como base para o preparo de meios para o cultivo in 
vitro de L. sativa L influenciou em todas as variáveis analisadas, podendo 
utilizá-los em substituição aos sais PA. 
II. A presença de vitamina ao meio de cultivo influenciou nos valores de TMG, 
IVG, %G, NF, NR, CPR e não houve diferença estatística para CPA.  
III. A ausência de vitaminas ao meio de cultivo influenciou nos valores de NR, 
MFPA e MFPR. 
IV. O meio de cultura constituído de formulação comercial demonstrou ser o mais 
eficaz no desenvolvimento in vitro de plântulas de Lactuca sativa L. (cv. Elba), 
podendo ser utilizado por apresentar maior facilidade e baixo custo de produção 
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Tabela 1A: Resumo da análise de variância para as variáveis Nº de folhas (NF), Nº 
de raiz (NR), Comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da parte radicular 
(CPR), Peso da massa fresca da parte aérea (MFPA), Peso da massa fresca da 
parte radicular (MFPR), São Mateus – ES, 2016. 
FV GL Quadrado Médio 
  NF NR CPA (cm) CPR(cm) MFPA(g) MFPR(g) 
Fator 1: Meio de 
cultivo 
1 29.80209 1423.16652 12.22687 29.00264 0.03220 0.00495 
Fator 2: Vitamina 1 4.93233 335.61169 0.00262 5.26698 0.01350 0.00283 
Int. F1xF2 1 0.53020 163.48790 1.47942 14.49765 0.00197 0.00241 
Tratamentos 3 11.75487 640.75537 4.56963 16.25576 0.01589 0.00340 
Resíduo 16 0.23759 15.96458 0.18760 0.49912 0.00094 0.00030 
Total 19       
      F1 
      F2 

























** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < .01)         
 * significativo ao nível de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)  










Figura 1A: Desenvolvimento in vitro de sementes de Lactuca sativa L. (cv. Elba) em 
diferentes meios de cultura. A – Meio MS. B – Meio com formulação comercial. C – 
Sementes germinadas. D e E – Desenvolvimento da parte aérea e radicular. F – 
Plântulas de alface retirada do tubo de ensaio ao final do experimento. 
 
A B C 







3.2 DESENVOLVIMENTO DE LACTUCA SATIVA (CV. ELBA) EM DIFERENTES 





Para a técnica de cultura de tecidos vegetais são utilizados meios nutritivos que 
fornecem as substâncias essenciais para o crescimento e desenvolvimento in vitro das 
plantas. O mais empregado é o meio MS, que contém reagentes puros em sua 
formulação, ocasionando elevados custos para a produção in vitro das espécies. 
Objetivou-se avaliar o cultivo in vitro de Lactuca sativa, em diferentes concentrações 
do meio MS e do meio com formulação comercial, ambos com ausência de vitaminas 
MS. Utilizou-se sementes comerciais, que após desinfestadas, foram inoculadas em 
tubos de ensaio com 10 ml de meio de cultura contendo meio MS e formulação 
comercial nas seguintes concentrações (20%, 40%, 60%, 80% e 100%). O 
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, montado em esquema 
fatorial 2 X 5, com 5 repetições. As variáveis analisadas foram %G, nº de folhas e 
raízes, comprimento aéreo e radicular, volume de raiz, massa da matéria fresca da 
parte aérea e radicular. Os dados foram submetidos à análise de variância, e as 
médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando-se o 
programa estatístico GENES (CRUZ, 2001), e os efeitos do fator quantitativo 
submetidos à análise de regressão.  












 A alface (Lactuca sativa L.) é uma importante olerícola folhosa consumida em 
várias partes do mundo (BRASIL, 2002). Os principais países produtores são China, 
Estados Unidos da América (EUA), Espanha, Itália, Índia, Japão e Turquia (FAOSTAT, 
2011). No Brasil, lidera a oitava posição entre as hortaliças (FELTRIM et al., 2009). 
 Esta hortaliça geralmente utilizada em estudos científicos como planta teste, 
devido à sensibilidade da espécie, rápida germinação, sensibilidade à adubação 
orgânica e crescimento linear insensível às diferenças de pH (NAKAGAWA et al., 
1992; SOUZA, 2005). Pode ser propagada através de sementes (BRASIL, 2002) ou in 
vitro utilizando principalmente folhas cotiledonares, oriundas de plantas germinadas in 
vitro (PINHEIRO et al., 2012).  
 O emprego da biotecnologia para a (Lactuca sativa L.) requer um método de 
cultura de tecidos viável e eficiente (MOHEBODINI et al., 2011). Os programas de 
melhoramento genético da alface no Brasil visam a resistência à diversas doenças 
limitantes à produção, como as viroses, tolerância ao calor (ausência de pendoamento 
precose), folhas com textura firme (CASALE, 1996) a propagação in vitro em larga 
escala, representando uma solução para os problemas da propagação tradicional que 
levam a transmissão de doenças (KARIM e AHMED, 2010). 
Os meios de cultivos comumente utilizados para a sua micropropagação, tem 
sido o meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), como descritos nos trabalhos de 
XINRUN e CONNER, (1992); ZHOU et al. (1992); STUART e MCCALL (1992) 
AMPOMAH-DWAMENA et al., (1997); SEABROOK e DOUGLASS (2000); HUNTER e 
BURRITT, (2002); KANAMOTO et al., (2006); NOLAN et al. (2009); FRANKLIN et al., 
(2011); MOHEBODINI et al., (2011); PINHEIRO et al., (2012).  Entretanto, este meio 






Estudos in vitro realizados por STANCATO, BEMELMANS E VEGRO (2001), 
PEDROSO-DE-MORAES et al. (2009), CHAPLA et al., (2009), GANTAIT et al., (2009); 
MOREIRA et al, (2009), PACEK-BIENIEK et al., (2010), SOARES et al., (2012); 
PINHEIRO et al., (2012), PEREIRA, (2014), SASAMORI et al., (2015) demonstram que 
através da simplificação dos meios de cultura atuais, utilizando, principalmente, 
fertilizantes como base destes meios de cultura é possível, além de diminuir os custos, 
garantir resultados satisfatórios para a produção de mudas. 
Diante do exposto, objetivou-se avaliar o desenvolvimento de Lactuca sativa L. 
(cv. Elba) em diferentes concentrações do meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) e 





















Material e Métodos 
 
O experimento foi realizado no Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais do 
Centro Universitário Norte do Espirito Santo (CEUNES/UFES), no município de São 
Mateus-ES. 
1) Assepsia das sementes 
Sementes comerciais de Lactuca sativa (cv. Elba) com 99% de pureza e taxa de 
germinação de 85% foram desinfestadas em câmara de fluxo laminar com álcool 70% 
por 1 minuto e hipoclorito de sódio (NaOH) a 1% por 5 minutos em agitação, lavadas 
por três vezes em água destilada autoclavada e secas em papel filtro autoclavado.  
2) Condução do Experimento 
Após a desinfestação, as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio com 
10 ml contendo meio MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962) e formulação comercial 
(Fernandes et al., 2002 adaptada), nas seguintes concentrações (20, 40, 60, 80 e 
100%), acrescida de sacarose como fonte de carbono a 3% e ágar a 8% para 
solidificação, ambos sem presença de vitamina MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962). 
Para efeito de comparação, a tabela 1 mostra a formulação básica do meio MS 
e da Formulação de Fernandes et al. (2002) adaptada. 
Tabela 1 – Composição dos meios com formulação comercial (Fernandes et al. 
2002) adaptada e MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962) para propagação in vitro de L. 
sativa (cv. Elba).  
Formulação Comercial Meio MS 
Fonte Quantidade (g L-1) Quantidade (mg L-1) 
Macronutrientes   
Ca(NO3)2 
(**) 0,941 - 
KNO3 
(*) 0,100 1,900 
KCl (*) 0,475 - 
(NH4)2SO4



































1,5atm, por 20 minutos. Os tubos foram mantidos em sala de crescimento com 
fotoperíodo de 16/8 horas luz/escuro sob intensidade luminosa de 25 μmol.m-2.s-1, à 
temperatura de 26 ± 1 ºC. Cada tratamento foi composto por 4 repetições, com 12 
tubos de ensaio por parcela, sendo que cada tubo, continha uma semente.  
 
3) Avaliações  
MgSO4 
(*) 0,625 - 
NH4H2PO4 
(*) 0,133 - 
CaCl2.2H2O  - 440 
NH4NO3 - 1,650 
MgSO4.7H20 - 370 
KH2PO4 - 170 
Micronutrientes   
MnSO4 
(**) 7,06-03x10 - 
H3BO3 
(**) 2,92-03x10 6,2 
ZnSO4 





(**) 1,2-04x10 - 
MnSO44H20 - 22,3 
ZnSO44H20 - 8,6 
Kl - 0,83 
Na2MoO4.2H20 - 0,25 
CuSO4.5H20 - 0,025 
CoCl2.6H20 - 0,025 
FeEDTA   
Quelato de Ferro (*) 0,042 - 
Na2Edta.2H20 - 37,3 





As avaliações iniciaram-se aos quatro dias após a inoculação das sementes, 
quando da protusão das radículas. Após vinte e quatro dias da germinação in vitro, 
foram avaliadas as seguintes variáveis: porcentagem de germinação (%G), número de 
folhas (NF), número de raízes (NR), comprimento da parte aérea (CPA) e radicular 
(CPR), massa de matéria fresca da parte aérea (MFPA) e radicular (MSPR), volume 
de raiz (VR), fluorescência da clorofila a e do índice fotossintético. 
 
  3.1) Determinação da porcentagem de germinação:  
Foram consideradas germinadas as sementes que apresentaram 2 mm de 
protusão radicular (BRASIL, 1992).  
Germinação (G): calculada pela fórmula G = (N/48) x 100, em que: N = número 
de sementes germinadas ao final do teste. Unidade: %.  
Os valores obtidos em porcentagem de germinação foram transformados em 
arco seno (Snedecor, 1962) e a comparação entre as médias foi feita pelo teste de 
Tukey a 5%.  
 
   3.2) Determinação do Número de Folhas e Raízes 
Para determinar o número de folhas e de raízes, foi contada a quantidade de 
folhas e raízes primárias e secundárias individualmente. 
 
   3.3) Determinação do comprimento da parte aérea e radicular das 
plântulas 
Para a determinação do comprimento da parte aérea utilizou-se uma régua 
graduada, posicionada na base do hipocótilo até a altura da folha. Para o comprimento 
da parte radicular, mediu-se o comprimento da base do hipocótilo até a maior raiz. 
 





As plântulas de cada tratamento foram divididas em sistema radicular e parte 
aérea, sendo pesagem em balança analítica de precisão, marca Marte® modelo AY 
220, para obtenção de massa de matéria fresca. 
 
   3.5) Determinação do volume da raiz 
O volume da raiz foi dado com auxílio de uma proveta com volume inicial de 
água conhecido. Imediatamente após a separação da parte aérea, as raízes foram 
completamente submersas na proveta, sendo considerado seu volume total o 
deslocamento da água na proveta. 
 
  3.6) Determinação da fluorescência da clorofila a e do índice 
fotossintético 
A fluorescência da clorofila a e o índice fotossintético (PI) foram determinados 
por meio de um medidor portátil de clorofila (clorofilômetro) da marca Minolta SPAD-
502, que realiza leituras instantâneas. Os resultados estão apresentados em unidade 
SPAD. Foi amostrada a folha totalmente desenvolvida, sendo utilizadas cinco plântulas 




4) Análise estatística 
Os dados de todas as variáveis foram avaliados segundo análise de variância 
com delineamento inteiramente casualizado, formando um esquema fatorial de 2x5, 
sendo, meio de cultura (meio MS e com formulação comercial) e concentrações 
(100%, 80%, 60%, 40%, 20%), utilizando-se o programa estatístico GENES (CRUZ, 







Resultados e Discussão 
 De acordo com a análise de variância houve interação significativa entre os 
fatores meio de cultivo e concentrações de sais em todas as variáveis analisadas, 
exceto germinação (Anova em anexo). 
Houve efeito significativo para o fator meio de cultivo nas variáveis germinação 
(%G), nº de folhas (NF) e raízes (NR), massa de matéria fresca da parte aérea (MFPA) 
e radicular (MFPR). 
Para a variável porcentagem de germinação (%G), o meio com formulação 
comercial apresentou os maiores resultados, com 96,67% em relação ao meio MS 
com 56,67% (Tabela 2). Reis et al. (2008) afirmam que o meio de cultivo com maior 
concentração de sais interfere no potencial osmótico e, consequentemente, na 
disponibilidade de água para o processo de embebição da semente na germinação. 
Dessa maneira, a maior concentração de sais do meio MS provavelmente causou 
efeitos negativos na germinação de L. sativa quando comparado ao meio com 
formulação comercial.  
TABELA 2 – Efeito do meio de cultivo sobre as médias da porcentagem de 
germinação no cultivo in vitro de L. sativa. 
Médias do fator meio de cultivo 
Meio com formulação comercial 96.6667 a 
Meio MS  56.6667 b 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de 
Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
 
Como não houve efeito para essa variável no fator concentração dos meios de 
cultivo e interação entre os fatores, pode ser observada, a dispersão de suas médias 
em torno da média geral de germinação para o meio MS e Formulação Comercial, nas 







FIGURA 1: Porcentagem de germinação de L. sativa em função do efeito das 
concentrações do Meio de Cultivo MS. 
 
FIGURA 2: Porcentagem de germinação de L. sativa em função do efeito das 







Em relação à variável número de folhas (NF), o melhor tratamento foi o meio 
de cultivo com formulação comercial nas concentrações de 60% e 80%. Para o fator 
meio de cultivo, a formulação comercial apresentou significativamente os melhores 
resultados nas concentrações de 60, 80 e 100%, com número médio de folhas de 







TABELA 3: Médias da Interação meio de cultivo X concentração na variável nº de 




Meio MS Formulação Comercial 
5.2667 B  6.4375 A 
80 5.2992 B  7.8125 A 
60 5.4000 B  8.3693 A 
40 5.2093 A  6.0625 A 
20 6.2447 A  6.2690 A 
Médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas na horizontal não diferem 
estatisticamente entre si. 
 A análise de regressão para o fator concentração mostrou que à medida que a 
concentração meio MS diminui (MS 20%), ocorre um aumento quadrático no número 
de folhas (6,24), porém sem efeito significativo (Figura 3). Em relação à formulação 
formulação comercial, a regressão polinomial cúbica, mostrou que as concentrações 
de 60 e 80% de meio apresentaram, significativamente as maiores médias para NF 







FIGURA 3: Número de folhas de L. sativa (cv. Elba) em função do efeito das 
concentrações do meio de cultivo MS. CEUNES/UFES. São Mateus, ES. 
 
 
FIGURA 4: Número de folhas de L. sativa (cv. Elba) em função do efeito das 






Esses resultados podem estar relacionados à concentração de sais do meio de 
cultura. O nitrogênio é um dos principais nutrientes essenciais e ativos no cultivo in 
vitro, que por sua vez, é absorvido, principalmente, na forma de nitrato (NO3-) e 
amônio (NH4+) (SAKUTA et al., 1987), sendo o crescimento das culturas, seu 
metabolismo químico e a formação e produção de metabólitos influenciados 
diretamente pela quantidade e pela fonte de nitrogênio (RUSSOWSKI e NICOLOSO, 
2003). Ribeiro et al. (2008) também ressaltam que a disponibilidade de nitrogênio e a 
forma de como é apresentado, podem influenciar no crescimento e na morfogênese 
em culturas in vitro. Sakuta (1998), referindo-se ao meio MS, afirma que a 
concentração de sais na composição desse meio é elevada, quando comparada a 
outros meios de cultura. Provavelmente, a formulação comercial possibilitou um 
melhor desempenho para o aumento do número de folhas de L. sativa, por ser 
constituída por menores percentagens de nitrogênio amoniacal.  
Em relação às concentrações de sais do meio MS, Villa et al. (2006) obtiveram 
resultados similares com as variações do Meio MS (0, 50, 100, 150 e 200%) em 
estudos da multiplicação in vitro de porta-enxerto de videira, os autores relatam que o 
meio MS contendo 50% dos sais e 30 g L-1 de sacarose, apresentou o maior número 
de folhas (2,51) e que na ausência de meio MS (MS 0) ocorreu um decréscimo desta 
variável. Este último fato pode ser explicado, devido o meio conter os macro e 
micronutrientes necessários para o crescimento e desenvolvimento in vitro da cultura 
(VILLA et al, 2006). 
Para a variável, número de raízes (NR), as plântulas de L. sativa apresentaram 
melhor desempenho radicular no meio com formulação comercial na concentração de 
60%. Quando se observa o efeito do fator meio de cultivo, a formulação comercial 
apresentou os melhores resultados para as concentrações de 100, 80 e 60%, não 
diferindo estatisticamente com o meio MS na concentração de 40%. Enquanto que o 
meio MS apresentou o melhor resultado para a concentração de 20%, conforme 
Tabela 4.  
 









Meio MS Formulação Comercial 
5.3083 B 10.8856 A 
80 6.4703 B 14.1553 A 
60 6.8000 B 20.5777 A 
40 5.8780 A 4.9792 A 
20 16.6029 A 4.4394 B 
Médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas na horizontal não diferem 
estatisticamente entre si. 
 Quando se refere ao fator concentração para a variável NR, a regressão 
quadrática demonstrou que para o meio MS, a concentração de 20% apresentou 
significativamente o melhor desempenho, com médias de 16,60 raízes por plântula, ou 
seja, o número de raízes aumentou de acordo com a diminuição na concentração 
desse meio (Figura 5). Para o meio com formulação comercial, a concentração 60%, 
apresentou significativamente a melhor média, com 20,58 raízes por plântula (Figura 
6).    
  
 
FIGURA 5: Número de raiz de L. sativa (cv. Elba) em função do efeito das 







FIGURA 6: Número de raiz de L. sativa (cv. Elba) em função do efeito das 
concentrações do Meio de Cultivo com formulação comercial. CEUNES/UFES. São 
Mateus, ES. 
Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira e Faria (2005) em 
estudo comparativo entre os meios MS, Knudson C, Vacin e Went e meios à base de 
adubos NPK (10-5-5) e NPK (10-30-20) na concentração de 3,0   g.L-1, obtendo as 
melhores médias para NR na espécie Catasetum fimbriatum paranaenses quando 
utilizaram o meio à base do adubo NPK (10-30-20). Do mesmo modo, Ventura (2007), 
estudando o cultivo in vitro de Sophronitis coccinea em diferentes formulações 
químicas do meio de cultura (Peter’s, GB5 e MS), também obteve resultados 
significativos para essa variável para o meio constituído por formulação comercial; o 
GB5 (Gambor et al., 1968) apresentou as melhores médias (7,0 raízes por planta), 
enquanto que o meio MS e Peter’s tiveram médias de 4,5 e 4,2, respectivamente.  
 Para o fator concentração para o meio MS, Kanashiro et al. (2007), estudando 
os efeitos de diferentes concentrações de nitrogênio no crescimento de Aechmea 
blanchetiana (Baker) cultivada in vitro, obtiveram a mesma tendência na variável NR, 
encontrando maior quantidade de raízes (9,20) na menor quantidade de nitrogênio 





tendência na variável número de raízes, encontrando maior quantidade de raízes na 
menor concentração de nitrogênio (1,78 mM). Portanto, meios de cultivo simplificados 
e a utilização de fertilizantes comerciais em sua formulação, constituem-se uma 
alternativa para a propagação e produção comercial de espécies de interesse 
econômico.  
Em relação ao comprimento da parte aérea (CPA), houve interação 
significativa, ocorrendo um melhor crescimento aéreo de plântulas no meio com 
formulação comercial nas concentrações de 100, 60 e 80%. Para o fator meio de 
cultivo não houve efeito significativo (Tabela 5).  
TABELA 5: Médias da Interação Meio de Cultura X Dose na variável Comprimento da 




Meio MS Formulação Comercial 
2.8259 B   4.0090 A 
80 3.0878 A   3.5566 A 
60 3.0613 B   4.0061 A 
40 2.5966 A   2.0813 A 
20 3.0531 A   1.9813 B 
Médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas na horizontal não diferem 
estatisticamente entre si. 
Quanto ao fator concentração, não ocorreu diferença significativa para as 
concentrações do meio MS. Por não haver modelo ajustado, a dispersão da média dos 
tratamentos pode ser verificada em torno da média geral na Figura 7.  Para o meio 
com formulação comercial, a concentração de 100% apresentou o maior valor de CPA 
(4,009 cm), seguida das concentrações 60 e 80%, com médias de 4,006 e 3,556, 






FIGURA 7: Comprimento da parte aérea de L. sativa (cv. Elba) em função do efeito 
das concentrações do Meio MS. CEUNES/UFES. São Mateus, ES. 
 
 
FIGURA 8: Comprimento da parte aérea de L. sativa (cv. Elba) em função do efeito 
das concentrações do Meio de Cultivo com formulação comercial. CEUNES/UFES. 





 Resultados similares foram encontrados por  Unemoto et al. (2007), 
analisando o desenvolvimento aéreo de Oncidium nanum Lindl., em que obtiveram as 
melhores médias para CPA com a utilização de meio de cultura com adubo comercial 
na concentração NPK (6-6-8), (2,39 cm), enquanto que o meio MS, obteve médias de 
1,79 cm. 
Para o comprimento da parte radicular (CPR), houve interação significativa 
entre os fatores, sendo que a formulação comercial obteve os melhores resultados 
para a concentração de 60, 100, 80 e 40%. Para o fator meio de cultivo, não houve 
efeito significativo (Tabela 6). 
TABELA 6: Médias da Interação Meio de Cultura X Dose na variável Comprimento da 




Meio MS Formulação Comercial 
5.2083 A 5.7354 A 
80 4.1965 A 5.2487 A 
60 4.1067 B   6.1322 A 
40 5.5149 A   4.5000 A 
20 4.2915 A   3.3112 A 
Médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas na horizontal não diferem 
estatisticamente entre si. 
Para as concentrações do meio MS, não houve modelo ajustado, sendo suas 
médias representadas na Figura 9. Para as concentrações do meio com formulação 
comercial, de acordo, com a regressão quadrática, a concentração de 60% obteve as 






FIGURA 9: Comprimento da parte radicular de L. sativa (cv. Elba) em função do efeito 
das concentrações do Meio MS. CEUNES/UFES. São Mateus, ES. 
 
 
FIGURA 10: Comprimento da parte radicular de L. sativa (cv. Elba) em função do 
efeito das concentrações do Meio de Cultivo com formulação comercial. 





 Ventura (2007), estudando o cultivo in vitro de S. coccinea em diferentes 
formulações químicas do meio de cultura (Peter’s, GB5 e MS), verificou que o meio 
GB5 apresentou as melhores médias, 3,2 cm de raízes por plântula, enquanto que os 
meios Peter’s e MS tiveram médias de 1,9 e 1,8, respectivamente. De acordo com 
Raven e Edwards (2001) o sistema radicular desempenha funções primordiais para o 
desenvolvimento vegetal e necessárias para a sua sobrevivência, como a fixação das 
plantas, absorção e condução de água e nutrientes do meio externo até o caule, além 
de funções mais complexas. Observado na tabela 6, a formulação comercial 
apresentou um melhor desempenho no comprimento da raiz, sendo esta, uma 
característica importante, pois, plantas com sistema radicular bem desenvolvido para 
profundidade e área radicular permitirão aumentos de produtividade (PIMENTEL, 
1998).  
Para o fator concentração no meio MS, Kanashiro et al. (2007), no mesmo 
estudo sobre os efeitos de diferentes concentrações de nitrogênio no crescimento de 
A. blanchetiana (Baker) cultivada in vitro, obtiveram decréscimo linear na variável 
CPR, com o aumento da concentração de nitrogênio. Nas concentrações de 7,5mM de 
nitrogênio obteve média de 9,62 cm, enquanto que para as concentrações de 120 mM, 
as médias foram 5,71 cm.  
Para a variável massa de matéria fresca da parte aérea (MFPA) houve 
interação significativa, sendo que o meio MS na concentração de 20% apresentou o 
melhor resultado. Para o fator meio de cultivo, o MS diferiu da formulação comercial 
para a concentração de 20%, não diferindo das demais (Tabela 7).  
TABELA 7: Médias da Interação Meio de Cultura X Dose na variável Massa de 




Meio MS Formulação Comercial 
0.1163 A 0.1059 A 
80 0.1647 A 0.2190 A 
60 0.1858 A 0.2190 A 
40 0.0928 A 0.0595 A 
20 0.1575 A 0.0522 B 
Médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas na horizontal não diferem 





Para o fator concentração, no meio MS, as concentrações de 20, 40, 60 e 
100%, obtiveram as maiores médias. Enquanto que na formulação comercial, as 
concentrações de 60 e 80%, apresentaram os melhores resultados. Entretanto, não 
houve adequação de um modelo ajustado para as médias, sendo sua dispersão em 
torno da média geral ilustrados nas Figuras 11 e 12.   
 
FIGURA 11: Matéria Fresca da parte aérea de L. sativa (cv. Elba) em função do efeito 







FIGURA 12: Matéria Fresca da parte aérea de L. sativa (cv. Elba) em função do efeito 
das concentrações do Meio de Cultivo com formulação comercial. CEUNES/UFES. 
São Mateus, ES. 
Hermann et al. (2011), em estudo com plântulas de orquídea Brassavola 
tuberculata Hook em diferentes meios de cultura, mostraram que as plântulas 
submetidas ao meio MS modificado apresentaram crescimento menor do que as 
submetidas aos demais tratamentos. Com o meio T2 (Knudson C), as pesagens não 
indicaram crescimento homogêneo das plântulas, enquanto que em T3 (meio 
alternativo), percebeu-se crescimento progressivo das plântulas e elevado incremento 
de massa. 
Com a diminuição na concentração de sais do meio MS, o potencial osmótico 
do meio foi maior, aumentando significativamente o peso da MFPA, pois 
provavelmente, as plântulas nesse meio de cultivo, conseguiram absorver mais água 
para seus tecidos, interferindo no peso de sua massa fresca. Chaves et al. (2005), 
ressaltam que os meios baseados em formulações básicas diluídas têm possibilitado 
melhores resultados para multiplicação das mais diversas espécies, além disso, 
muitas pesquisas estão sendo realizadas com a finalidade de redução de sais e 
reguladores de crescimentos nos meios de cultivo, visando a diminuição do custo final 





Para a massa de matéria fresca da parte radicular (MFPR), as plântulas de L. 
sativa apresentaram melhor desenvolvimento no tratamento constituído por 
formulação comercial a 60%. Para o fator meio de cultivo, a formulação comercial a 
60% obteve diferença significativa, enquanto que o meio MS a 20% obteve as 
melhores médias (Tabela 8). Nas demais concentrações, os meios não diferiram 
estatisticamente.  
TABELA 8: Médias da Interação Meio de Cultura X Dose na variável Massa de 




Meio MS Formulação Comercial 
0.0138 A 0.0133 A 
80 0.0208 A 0.0220 A 
60 0.0242 B 0.0707 A 
40 0.0211 A 0.0202 A 
20 0.0355 A 0.0202 B 
Médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas na horizontal não diferem 
estatisticamente entre si. 
Para o fator concentração, não houve um modelo ajustado, sendo possível 
verificar a dispersão das médias dos tratamentos em torno da média geral para o meio 







FIGURA 13: Matéria Fresca da parte radicular de L. sativa (cv. Elba) em função do 
efeito das concentrações do Meio MS. CEUNES/UFES. São Mateus, ES. 
 
FIGURA 14: Matéria Fresca da parte radicular de L. sativa (cv. Elba) em função do 
efeito das concentrações do Meio de Cultivo com formulação comercial. 
CEUNES/UFES. São Mateus, ES. 
 
Pedroso de Moraes et al. (2009) comparando o desenvolvimento in vitro de 
Cattleya tigrina A. Richard utilizando os meios de cultivo, MS com metade da 
concentração de macronutrientes (½ MS), Hiponex e Kristalon laranja, obtiveram as 
melhores médias para MFPR no meio Kristalon laranja, com médias de 0,54 g, 
enquanto que os meios Hiponex e ½ MS, obtiveram médias de 0,38 e 0,34g, 
respectivamente. Resultados similares foram encontrados por Galdiano Júnior et al. 
(2012), estudando a propagação in vitro de Cattleya trianaei (Linden & Reichenbach 
fil.)  em meios de cultivos e com diferentes concentrações de fertilizante comercial (MS 
reduzido; Peters® 1 g L-1; Peters® 2 g L-1; Peters® 3 g L-1 e Peters® 5 g L-1), 
obtendo melhor desenvolvimento nas concentrações do fertilizante, enquanto que o 
meio de cultura MS reduzido apresentou a menor eficiência. Esses estudos 
evidenciam a viabilidade da utilização de fertilizantes no preparo de meios de cultura 





 Para a variável volume da raiz (VR), os resultados foram semelhantes à 
MFPR. Houve interação significativa, sendo que o tratamento com formulação 
comercial a 60% proporcionou maior desempenho (0,0741 cm3). Para o fator meio de 
cultivo, a formulação comercial a 60% obteve diferença significativa, enquanto que o 
meio MS a 20% obteve as melhores médias (Tabela 9), nas demais concentrações, as 
médias não diferiram. 
TABELA 9: Médias da Interação Meio de Cultura X Dose na variável Volume de Raiz 




Meio MS Formulação Comercial 
0.0225 A 0.0200 A 
80 0.0206 A 0.0201 A 
60 0.0246 B 0.0741 A 
40 0.0237 A 0.0204 A 
20 0.0345 A 0.0167 B 
Médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas na horizontal não diferem 
estatisticamente entre si. 
 Não foi possível ajustar um modelo para o fator concentração, sendo 
representada a dispersão das médias dos tratamentos em torno da média geral nas 






FIGURA 15: Volume da parte radicular de L. sativa (cv. Elba) em função do efeito das 
concentrações do Meio MS. CEUNES/UFES. São Mateus, ES. 
 
 
FIGURA 14: Volume da parte radicular de L. sativa (cv. Elba) em função do efeito das 
concentrações do Meio de Cultivo com formulação comercial. CEUNES/UFES. São 
Mateus, ES. 
 Como se observa nos resultados, para as variáveis número de raiz (NR), 
comprimento da parte radicular (CPR), massa de matéria fresca da parte radicular 
(MFPR) e volume da raiz (VR), o tratamento constituído da formulação comercial a 
60% apresentou, significativamente as melhores médias. Essas características são 
importantes, pois tem como funções determinar o potencial de absorção de água e 
nutrientes da planta, também indica a interação das raízes com os microorganismos, 
exercem conteúdo de reserva e determinam o volume de solo explorado pelas raízes 
(Atkinson, 2000). Miller et al., (1999), afirmam que um sistema radicular eficiente é 
aquele que otimiza a relação entre a quantidade de recursos adquiridos e empregados 
para a sua obtenção. A formulação comercial a 60% também obteve as maiores 
médias para a maioria das variáveis referentes à parte aérea, o que demonstra a 
eficiência da utilização desse meio de cultivo para a propagação in vitro de L.sativa L 





vitro. Isso se justifica, pois, recentemente, o uso de fertilizantes comerciais tem se 
intensificado como forma de facilitação para o preparo de meios e redução de custos 
de produção em várias espécies vegetais (Cavalini, 2014). 
 
Conclusões 
 De acordo com os resultados apresentados, conclui-se que: 
I. As plântulas de L.sativa (cv.Elba) apresentaram um maior 
desenvolvimento no meio de cultivo com formulação comercial em 
relação ao meio MS. 
II. As concentrações de sais no meio de cultivo afetaram significativamente 
no desenvolvimento in vitro de L.sativa (cv.Elba). 
III. O meio de cultivo com formulação comercial a 60% proporcionou 
significativamente as maiores médias para NF, NR, CR, MFPR, VR, 
CPA. 
IV. O meio de cultivo MS a 20% apresentou significativamente o melhor 
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